














































































































































































































































Der Herzinfarkt ist die zweithäufigste Todesursache in Deutschland nach der chro
nischischämischenHerzkrankheitundvorderHerzinsuffizienz.DamitsindHerzkreis











derMitte der Schwangerschaft und nur noch 2% zumEnde)4. DieHerzmuskulatur
bestehtdennocheinLeben langausaltenund jungenZellen.Die jungenZellenma
chenzwarnurdesMyokardsaus,habenaberihreFähigkeitzurReplikationbehal





myozyten im Infarktgebiet aus Zellendes Knochenmarks stammen8. Ergebnisse aus







gen, bzw. sie in ihrer Schwere zu reduzieren. Bei dieser Fragestellung kommendie











Ursache. Durch die Ruptur einer arteriosklerotischen Plaque kommt es zu einem










rück gegangen ist.NebendenAllgemeinmaßnahmennach Einweisung insKranken
hauswieIntensivüberwachung,Sedierung,Sauerstoffgabe,Analgesierungundmedi




mit oder ohne anschließender Implantation eines Stents. Eine andere Möglichkeit
bestehtinderLysetherapie.DurchintravenöseGabeeinesgerinnselauflösendenMe
dikamenteswirddasGefäß reperfundiert.DieseTherapiemuss innerhalbeinesbe
stimmten Zeitfensters von 36 Std gegebenwerden und ist somit auch schon prä
stationäreinsetzbar. EinedritteVariante,dieheute jedoch selten inderAkutphase
angewandtwird, istdieBypassOperation10.AufGrundderzeitlichenDifferenzzwi
schenKoronarokklusionundReperfusionkannsichtrotzdieserAkutmaßnahmeneine
Herzinsuffizienz ausbilden11. Die Langzeittherapie solcher AMIPatienten besteht in
der Einnahme von Thrombozytenaggregationshemmern wie ASS und Clopidogrel,
sowiedieVeränderungderLebensumstände.DasbeinhaltetdenVerzichtaufNikotin,




aufgabenderwestlichen Industrienationen.Die obengenannten Therapien sind je
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fähige Zelle aus der durch Teilung jeweilswiederumeine Stammzelle und eine zur
DifferenzierungfähigeZelleentstehenkann12.
InderregenerativenMedizinspielenverschiedeneZellpopulationeneineRolle.Dies
sind unter anderem fetaleMyozyten13, Embryonale Stammzellen (ESC)14, skelettale




auf, weswegen ihre Anwendung eingeschränkt ist. Die Embryonalen Stammzellen
(ESC)sindstark inethischeKonflikteverstrickt.Manstreitetsich,obdieBenutzung
derZellenausderBlastozyste, ein46TagealterEmbryo, Tötungungeborenen Le
bens istoder lediglichdieVerwendungeines fürdenAbfallbestimmtenZellhaufen.
Hinzukommt,dasESCeintumorigenesPotentialbesitzen24.Dieserschwertundlimi
tiertdenGebrauchvonESCtrotzdeshohenDifferenzierungspotentialsmassiv.Ske























adhärenten Zellen und beschrieb die übrig gebliebenen adhärenten Zellen als
„colonyforming fibroblastlike cells“ (CFUF)27,28,29.Heute sinddieCFUFunter  un




Fettgewebe31, die Plazenta32, das Nabelschnurblut33 und andere. Sie sind leicht zu
isolierenunddurchihrePlastikadhärenzauchleichtzukultivieren.DieMSCbesitzen






Host Reaktion“ nach einer Transplantation deutlich verringert. Ein Nachteil dieser





ohne ihr multilineares Differenzierungspotential zu verlieren34,30,45. Die MSC sind
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häufigsten gebrauchten Oberflächenmarker sind ckit/CD117 und sca1. Die Zellen





klinische Studie zeigte, dass siedie kardialeDurchblutung verbessern, nachdem sie
währendeinerBypassOperationineinchronischinfarziertesMyokardgespritztwor
denwaren46.BiszumEndedes20.JahrhundertswarmanderMeinung,dassHSCnur

































rakrine Effekte geschieht, wie z.B. die Sekretion von Chemokinen oder Zytokinen,














































































































































































































lichst hohesMaß an Keimfreiheit zu erzielen. Zum Lösen der Zellen aus dem Kno
chenmark wurde es im Verhältnis 1:3 mit RPMI 1640Medium und im Verhältnis
1:200mitDNaseverdünnt.DiesesGemischwurdedann45minbeiRTsanftaufdem
Schüttlergeschwenkt.ImAnschlusswurdedasGemischdurcheinenzuvorgekühlten
Nylon Filter von Zellklumpen gereinigt. In der Zwischenzeit wurden 50 ml
Zentrifugenröhrchen,diemiteinemfestenFilterbei15mlversehensind,mitje15ml




Ficoll PaqueTM nichtmit demKnochenmarkGemisch zu vermengen. Danachwurde
die oberste Schicht abpipettiert und verworfen, ohne die Interphase mit den
mononukleärenZellen,diezwischenOberphaseundFiltergelegen ist,zuzerstören.
Die Interphase wurde in einem neuen 50 mlZentrifugenröhrchen gesammelt, mit
PBSEDTAaufgefülltundbei20°Cund500xgfür10minzentrifugiert.Derentstan
deneÜberstandwurdeverworfen,dasPelletmitPBSEDTABSAPuffer(imfolgenden
Abschnitt nur noch Puffer genannt) resuspendiert und in einem 15 ml
Zentrifugenröhrchen mit Puffer aufgefüllt. Mit Hilfe einer NeubauerZählkammer
wurden die so gewonnenen humanen Hämatopoetischen Stammzellen (hHSC) ge
zählt.






min zentrifugiert, dieser Vorgang wurde noch einmal wiederholt. Das entstandene
Pellet wurde mit 400 l Puffer /108 Zellen resuspendiert und 100 l AntiBiotin






gekühlten passenden Säule unter der Laminar Luftstrombank aufgebaut. Ein Nylon



















































Die Isolierung der humanen Mesenchymalen Stammzellen (hMSC) aus dem Kno
chenmarkwarähnlichdurchzuführenwiediederCD133+Zellen.NachderTrennung
derZellenmitFicollPaqueTMwurdedieInterphasemitdenmononukleärenZellenin
einer Konzentration von 100 Mio. Zellen/7ml speziellem Wachstumsmedium
(MSCGM)/75cm³Gewebekulturflasche überführt. In den folgenden Tagen blieb die
PopulationderhMSCdurchihreOberflächenadhärenzandenPlastikflaschenhaften.
Die nichtadhärenten Knochenmarkzellenwurden durchmehrereWaschschritte ef
fektivherausgespült.
DiehMSCausFettgewebe(PLA=engl.:processedliposuctionaspiration,Fettabsau































































im CO2Brutschrank waren die Zellen von der Zellkulturflasche gelöst. Durch
Hinzugabe von frischem Medium wurde das Trypsin inaktiviert. Das ZellTrypsin
MediumGemischwurdeineinZentrifugenröhrchengegebenundbei22°Cund300x












Die KoKulturmit C2C12 und CD133






















Umdie hMSC zur Differenzierung zu kardialen Zellen anzuregenwurden siemit 5
Azacytidinebehandelt.
DiezuvorwiebeschriebenisoliertenhumanenMesenchymalenStammzellenwurden




































































































































Das PFA wurde hergestellt, indem 40ml Aqua dest. und 2 g PFAPulver auf einer
Heizplatteerhitzt undmit einemMagnetrührer vermengtwurden, nach ca. 10min
wurden2TropfenNaOHhinzugegeben,umdenpHWertzuoptimieren.ImWeiteren
wurden5ml PBSdazu gegebenund gerührt, bis die Lösung klarwurde. ZumEnde
wurdedieMengebis50mlmitAquadest.aufgefülltundaufkleine2mlRöhrchen






zelluläres Antigenmarkieren sollte. Die Antikörper könnten ohne dieses Detergenz




























Die Primärantikörper inkubierten über Nacht bei 4°C in einer Box mit hoher Luft




nach unten für 10 min auf einen 100 lTropfen PBS gelegt worden sind. Dieser
Waschvorgangwurdenochzweimalwiederholt.































Das Konfokale Laser Rastermikroskop bietet im Gegensatz zum konventionellen


















































































hängig von der zur Verfügung stehenden Ausgangsmenge an Zellen. DasMicro Kit
verwendetemanfürbiszu45gRNAunddasMiniKitfürbiszu100gRNA.
ZurIsolierungmitHilfedesRNeasy®MiniKitswurdenca.1x106Zellenverwendet.
Laut Protokoll wurde das Zellpellet mit 350 l eines Guanidiniumisothiocyanat
Lysispuffer (RLTPuffer) resuspendiert. Dann wurde die gleiche Menge an 70%
Ethanolhinzugegeben,umdasLysatzuhomogenisierenunddieBindungseigenschaf
ten der RNA an die Säulenmembran zu ordnen.Diese 700lwurdendann auf die
mitgelieferteRNeasyMiniSpinSäule,diemiteinerMembranausgestattetist,pipet
tiertundfür15sekbei8000xgzentrifugiert.DerDurchflusswurdeverworfen,die
















diese 15 sek zentrifugiert und der Durchfluss anschließend verworfen. Inzwischen
































wird in eine komplementäre DNA (cDNA) umgewandelt, da die anschließende PCR
nurinderLageistDNAzuamplifizieren.






siert sie zuersteinenRNADNAHybridstrang, umanschließenddieRNAAnteilemit
einer RNase H abzubauen. Zum Schluss wird mit einer DNAabhängigen DNA
PolymerasederDoppelstrangvervollständigt.
MATERIALUNDMETHODEN 23


































nannten Primer, flankiert, die komplementär zu den Enden der ZielDNASequenz
sind. Sie legen den Startpunkt fest. Dies wird PrimerHybridisierung oder Primer
Annealing genannt. Die AnnealingTemperatur ist individuell für jeden Primer und
hängtvonderSequenz,bzw.ihremGehaltanGCundATBasenab.Siesollteexperi
MATERIALUNDMETHODEN 24
mentell ermittelt werden. Daraufhin folgt die Elongation mittels einer TaqDNA
Polymerase.SiewurdeauseinemthermophilenBakterium,demThermusaquaticus,
gewonnen,sodass ihrTemperaturoptimumbei72°Cliegt.MitHilfevonMg2+Ionen

















































Glycerinaldehyd3PhosphatDehydrogenase (GAPDH) wurde als sog. Haushaltsgen
(engl.:housekeepinggene)verwendet.Es isteinEnzymderGlykolyseundsomit in
jederZellevorhanden.EsdientalsAbgleichderverwendetenDNAMengen.hGAPDH













DieserPCRMasterMixwurde für jedenderverwendetenPrimerhergestelltund in
spezielle200lReaktionsgefäßegefüllt.







I. InitialeDenaturierung 95°C 2min
II. Denaturierung 95°C 1min
III. PrimerHybridisierung Primerspezifisch,sieheTab.2.4 30sek
IV. Extension 72°C 1min
V. Wiederholung ZyklusIIIV,34x 
VI. Elongation 72°C 15min
VII. Lagerung 4°C dauerhaft































































































ZurAnalyse der Zelloberflächemittels FACSwurden die Zellen zuerstwie gewohnt
trypsinisiertundgezählt.Dannwurdenca.10.000bis20.000Zellenprozuuntersu
chendeProbeverwendet.
AlsNegativkontrollewurden zumeinen Zellen ohneAntikörper versetzt verwendet
undzumanderenZellen,dienurmitdemzweitenAntikörperversetztwordensind.
DieZellenwurdenbei1000xg,5minzentrifugiert.AnschließendwurdedasPelletin




















per wurden nach Resuspension in 300 l PBSEDTABSA in ein spezielles FACS
Röhrchengegeben.
Den Probenmit den unkonjugierten Antikörpern und der zweitenNegativkontrolle
wurdederkomplementäresekundäreAntikörper ineinerKonzentrationvon1:1000


















































bei 400 x g 5min zentrifugiert undmit PBS resuspendiertworden sind. Im letzten
Waschvorgang wurde das ZellpelletmitMSCGM resuspendiert. Schließlich wurden





O2Gehalt betrug 05 %. Die Zellen außerhalb der Kammer waren dem normalen
20,946%igemO2GehaltderLuftausgesetzt.AndenTagen0,7,14und21wurden
























































































































































































































hMSC sind positiv für



























verschiedener Herkunft korrelierenmit den Ergebnissen aus der FACS Analyse von
denmitderZellmembranFärbungPHK26gefärbtenhMSC(Abb.3.5).
Die IntensitätderPKH26FärbungnimmtmitderHäufigkeitderTeilungab, sodass




wachsen in der ersten Woche noch gleich schnell, verlieren dann jedoch an Ge































schen den hMSC ver
schiedener Herkunft in
normoxischer Umge
bung. Der Vergleich an
Tag0(A),7(B),14(C)und
21 (D) zeigt, dassdie Zel
len aus dem Fettgewebe
(blau) zu Anfang am
schnellsten wachsen. Die
hMSC aus dem Knochen
mark (pink) wachsen in
der ersten Woche noch
gleich schnell, verlieren
dann jedoch an Prolifera
tionsgeschwindigkeit. Die
Zellen aus Nabelschnur
blut (orange) weisen in




































xischer (O2Gehalt 05%) Umgebung ergab, dass ein niedriger Sauerstoffgehalt das
Zellwachstumpositivbeeinflusst.DieswirdhierdurchdieFACSAnalysederhMSCaus
Knochenmark (Abb.3.6) ausFettgewebe (Abb.3.7)undausNabelschnurblut (Abb.
3.8)verdeutlicht.BeidenhMSCausBMfälltdernutzbringendeEffektnurgeringfügig
auf.BeidenZellenausPLAistdiegünstigeWirkungindenerstenzweiWochengutzu





Abbildung 3.9 zeigt noch einmal den Vergleich der drei unterschiedlichenAbstam











sind am Beispiel von
hMSC aus Knochen
mark.DerVergleichan
Tag 0 (A), 7 (B), 14 (C)
und 21 (D) zeigt ledig
lich einen sehr gerin
gen Wachstumsvorteil













































sind am Beispiel von
hMSC aus Nabel
schnurblut. Der Ver
gleich an Tag 0 (A), 7
(B), 14 (C) und 21 (D)
zeigthiersehrdeutlich,
dass das hypoxische


















gleich an Tag 0 (A), 7
(B), 14 (C) und 21 (D)
zeigt ähnliche Ergeb
nisse wie der Vgl. in
normoxischer Umge
bung (Abb. 3.5). Die
Zellen aus dem Fett
gewebe (blau) wach
sen zu Anfang am
schnellsten. Die hMSC
ausdemKnochenmark
(pink) wachsen in der
ersten Woche noch
gleich schnell, verlie





weisen in der ersten
Woche eine deutliche
Wachstumsverzöge
rung auf, welche je






















Agarose GelElektrophorese zeigt deutlich hellere Banden bei den unbehandelten






Die Immunofärbung desMyocyte enhancer factors2C (MEF2C) und anschließende















































































Diagramm 3.2: Quantifizierung der „Stemness“MarkerAbschwächung nach 5Azacytidin

















































Diagramm 3.4: Veränderung der Oberflächenmarker Expression von unbehandelten




Abbildung 3.11 AH: Im
munfluoreszenzfärbung





per; Blau = Kernfärbung
(Draq5); D+H = Überei
nandergelegte Bildaus
schnitte; Grün = Antikör
per gegenMEF2C: in (B)
istkeinSignalzusehen,in
(F) ist ein sehr deutliches





















































Nachdem die CD133+ Knochemarkstammzellen isoliert worden waren, wurden sie






Der obere rechte Quadrant
entsprichtdenZellen,dieposi
tiv für CD34 und CD133 sind.
Sie sind ebenfalls positiv für
CD45 (ausgedrückt durch die
rote Markierung, Festlegung








roskopischenBegutachtungunterzogen (Abb. 3.13A).Dabeiwardarauf zuachten,
dasssienichtzudichtwuchsen,damitsieihrefibroblastenähnlicheMorphologiebe












































Nach 14 Tagen der Kultivierung wurde parallel zur Immunfluoreszenzanalyse eine
































Abbildung 3.15: Gelelektrophoretische Darstellung der cDNA
der KoKultur, der C2C12Reinkultur als Negativkontrolle und
menschlichen Herzzellen (h heart) als Positivkontrolle. Der
















Die Immunofärbung des Troponin I, ein herzspezifischesmyofibrilläres Protein und






































kultur zeigen ein positives
intrazytoplasmatisches Signal
mit der Färbung vonTroponin I
(grün). Beide Kulturen zeigen
kein intranukleäres Signal mit
der AntiHuman Nuclei Färbung
(rot). Blau = KernfärbungDraq



















































Abbildung 3.17 AH: Immun
fluoreszenzaufnahmen von Ko
Kultur (AD) und C2C12 Reinkul
tur(EH).(A)zeigteinpositives
intranukleäres Signal fürMEF
2C (grün), (B) eines für Anti
HumanNuclei (rot), Zeichen
der Differenzierung. Die Nega
tivkontrollen zeigen hier kein
Signal (E+F). C+G = Draq5



























































tionen der Zelle zeigt und zum anderen die fluoreszierenden Kalziumbewegungen
präsentiert (Abb. 3.18 A D). Diese werden mit einem Graphen noch verdeutlicht
(Abb. 3.19). Bei einer sichtbar nicht schlagenden Zelle sind diese fluoreszierenden
Kalziumbewegungen nicht erkennbar (Abb. 3.20). Der dazugehörige Graph veran






































dynamik in der Zelle. (B)
und (D) zeigen dieselbe
Zelle als
Durchlichtaufnahme, hier
ist eine Kontraktion zu
erahnen, welche erst im























t=29,565 s t=29,565 s 

















Abbildung 3.20 A+B: Bildausschnitte des Videos einer sich nicht
kontrahierendenneonatalenRattenherzzelle.(A)und(B)zeigendie
Zelle unter fluoreszierendem Licht zu unterschiedlichen Zeitpunk
ten.DiesehrähnlicheFärbungzeigt,dassindieserZellekeinedeut


























aktuellen bioethischen Diskussionen über das Embryonen Schutzgesetz zeigen65.
EmbryonaleStammzellensindzusätzlichaufGrundihreskanzerogenenPotentials in
kontroverser Debatte66,67. Die weitaus weniger in ethischen Konflikten verstrickten
undvielleichterzugewinnendenadultenStammzellenhabensichhingegenimThe






In dieser Arbeit wurden Mesenchymale Stammzellen charakterisiert, sowie deren







MesenchymaleStammzellen (MSC)wurden zumerstenMal inden70er Jahrendes
letzten Jahrhunderts von der Arbeitsgruppe um Friedenstein dargestellt74. Er be










nichthämatopoetischen Zellen.Denn es ist noch immer kein eindeutiges Kriterium
fürdieIdentifizierungderhMSCgefundenworden.Esgibtnochkeinenspezifischen







positiv für das 1Integrin CD29, für das Adhäsionsmolekül CD44, für den
















gebung (<5%O2) durchgeführt, da dies vermutlich die physiologischeUmgebung in
denNischenderhMSCist86.Schonvor15JahrenbeschriebeineStudie,dassStamm
zellenphysiologischinhypoxischenNischenzufindenwaren87unddassdieVerände
rungdes Sauerstoffgehaltes dieweitere Entwicklungbeeinflusst88.DieAbbildungen
3.6,3.7und3.8zeigenimdirektenVergleichdasWachstumderhMSCausBM,PLA
undCBinnormoxischerundhypoxischerKultivierung.BeiallenZelltypenisteinNut





2005 beschrieb dies eine Arbeitsgruppe, die MSC mit dem Gen des Wachs
tumsfaktors FGF2 für die Behandlung vonHerzinfarkt transfizierten.Unter hypoxi
schen Bedingungen zeigten diese transfizierten Zellen eine bessereÜberlebensrate
undwiesenzusätzlichgünstigeEffektebezüglichdesHerzinfarktesauf89.





Produktion an Wachstumsfaktoren sind, welche die Zellproliferation und das Zell
überlebenantreiben.EinwichtigerVertreteristhierder„vascularendothelialgrowth
factor“ (VEGF), der ein Induktor der Angiogenese und Vaskulogenese ist. Andere







Frequenz zu isolieren, haben jedoch eine weitaus größere Expansionskapazität als
MSCausBMundPLA44,93,wasindenVersuchendieserArbeitnach3wöchigerBe
obachtung sehr deutlich wird. Dies ist auf die erhöhte Telomeraseaktivität  und –
längederCBMSCzurückzuführen94.AußerdemweisensiealsjüngsteZellgruppeeine
hoheFrequenzanunreifenStammundProgenitorzellenauf.Desweiterenhabendie








tigenMedizin als Zytostatikum eingesetzt. Es wird während der Replikation in die
DNAundwährendderTranskriptionindieRNAeingesetztundhemmtsomitdieMe
thyltransferasen,waseineDemethylierungzurFolgehat.DadurchwirddieZellregu
lation beeinflusst. Der genaue Wirkmechanismus der Differenzierung von MSC zu





















später sogar synchron waren. Immunhistochemisch und elektronenmikroskopisch





„Stemness“ Markern. Dies sindMarker, welche für den undifferenzierten Zustand,
alsofürdieAufrechterhaltungderPluripotenzstehen.DiewichtigstenVertreter,die
sich zum Teil gegenseitig beeinflussen, sind Oct4 (Pou5fl) und Nanog, welches
intrinsiche Transkriptionsfaktoren sind,Wnt3 undRex1 (Zfp42) 101,102. In derGel
elektrophoretischenDarstellungdercDNAvonMSCausBMundPLAmitundohne5









und PLA, der Anstieg desMarkers CD105. CD105 = SH3 oder Endoglin ist auf der
OberflächevonEndothelzellen zu findenund ist verantwortlich fürdieEntwicklung
des Kardiovaskulären Systems und für die Gefäßneubildung. Seine Expression ist
durch die Entwicklung des Herzens gesteuert und durch sein Fehlen kommt es zu
kardiovaskulären Anomalien103. Eine erhöhte Expression spricht demnach für eine
EntwicklunginRichtungeinerEndothelzelle.










für die funktionelle Erholung des infarziertenHerzens sind als die Transdifferenzie
rungderStammzellen.










rung der Herzpumpfunktion durch intramyokardiale Injektion von autologen Kno
chenmarkstammzellen bewiesen 22. Die Arbeitsgruppe um Orlic konnte außerdem




eine intrakoronare Stammzelltransplantation amMenschen beschreibt108. Autologe
mononukleäre Knochenmarkszellen wurden während einer Ballondilatation (PTCA,
engl.=percutaneoustransluminalcoronaryangioplasty)10Patienten,dieeinenaku
tenMyokardinfarkt hatten, injiziert. Die Vergleichsgruppe erhielt das Standardpro
gramm(PTCA)ohneZellinjektion.Nach3MonatenwiesdieGruppemitderZellthe




lektiven CD133positiven adulten Knochenmarkstammzellen. Sie injizierten diese in
dieInfarktrandzonevon6PatientenmitlängerzurückliegendemMyokardinfarktim





dem Jahr 2005 beweist den vorteilhaften Effekt der intrakoronaren Injektion von
DISKUSSION 62
CD133+ Stammzellen bei Patientenmit kürzlich erfahrenemHerzinfarkt109. Sie fasst
die Ergebnisse wie folgt zusammen: (1) Die Injektion von CD133+ Stammzellen ist
möglich; (2)KeinAuftretenvonventrikulärenArrhythmien,wieesbeider Injektion





















das Transdifferenzierungspotential von CD34+Stammzellen in einer vergleichbaren
KoKultur.

In dieser Arbeit wurden humane CD133+Stammzellen mit einer stabilen
Skelettmyoblastenzelllinie der Maus (C2C12) kokultiviert. Die CD133
+Stammzellen
sind eine Subpopulation der CD34+Stammzellen, welchen kardioprotektive Eigen
schaftennachgesagtwerden23.Mehrals80%derCD34+sindauchCD133positiv.Das
GenexpressionsprofilderbeidenStammzellenpopulationenCD34+undCD133+deutet
an, dass CD133+ die unreiferen Stammzellen sind und somit geeigneter für die
Stammzellexpansion und Gentherapie scheinen114. Skelettmyoblasten gelten eben










Transkriptionsfaktors MEF2C, welcher ein früher Marker ist, zeigte ein positives
intranukleäres Signal (Abb. 3.11 A). Diese Zelle zeigt ebenfalls ein positives
intranukleäresSignalfürdenhumanenAntikörperauf(Abb.3.11B),waseinHinweis
für die Transdifferenzierung der CD133positiven Stammzelle in eine Kardiomyozy
tenähnlicheZelleist.WieauchschoninanderenStudienbelegt120,istdieZellfusion
hier nicht der ausschlaggebende Mechanismus, was gegen die Auffassung der Ar
beitsgruppeumReineckespricht,welcheC2C12alsvonNaturaus„fusigen“bezeichnet
und sich für eine Fusion der Zellen bei einer KoKultur ausspricht 121. Die C2C12
ReinkulturalsNegativkontrolledemonstriert,dasshierkeineSpontandifferenzierung
vorliegt(Abb.3.11E+F).
Die ImmunofärbungdesTroponin I, dasein späterMarker ist, zeigte sowohl inder





Die Analyse aufmolekulargenetischer Ebenemittels RTPCR zeigt vergleichbare Er
gebnisse(Abb.3.12),wasschonbeiderGegenüberstellungderspezifischenGlycerin





Anteil der Zellen nichtdifferenzierte Zellen sind. Der menschliche Herzmarker
hGATA4a, welcher sich früh in der Kardiomyogenese entwickelt, zeigt ein sehr





Das LiveCellImaging neonataler Kardiomyozytenwurde zum Zwecke einer Positiv
kontrollefürdieKoKulturerstellt.MankannmitihrdieUnterschiedeeinersichkon
trahierendenZellegegenübereinernichtkontrahierendenZelleklarsichtbarmachen.
Da sich die Zellen der Kultur jedoch nicht kontrahiert haben, ist dieses Verfahren
nichtzumEinsatzgekommen.
DISKUSSION 64





Balsambeschrieb einen vergleichbarenVersuch,wie esOrlic undMitarbeiter 2001
taten, inwelchemsiebehaupteten,dassStammzellenzueinemkleinenProzentsatz
„denovoMyokardium“ erzeugen können 106. Balsams Forschergruppe fand jedoch
heraus, dass sich adulte Knochenmarkstammzellen keineswegs transdifferenzieren,
sondern lediglich ihren traditionellen hämatopoetischen Differenzierungsweg ein




Zusammenfassend ist folglich festzuhalten,dassdieverbessertemyokardialePump
funktionscheinbarzueinemkleinerenAnteilaufdiedenovoGenesedurchkardio
myozytäreDifferenzierungderKnochenmarkstammzellenzurückzuführenist.
Ein weiterer Ansatz zur Erläuterung des günstigen Effekts der HSC ist auf das
endothelialeDifferenzierungspotentialdieserZellenzurückzuführen.DieCD133+und
CD34+ Knochenmarkstammzellen sind als Vorläufer von Endothelialen
Progenitorzellen(EPC)identifiziertwordenundkönneninvitrozuendothelialenZel
len differenzieren, indem sie mit dem Wachstumsfaktor VEGF stimuliert werden
123,124,125. Invivo induziertdieHypoxiedievermehrteAusschüttungderWachstums
faktoren. Die Vaskulogenese der EPC beginntmit derMobilisierung aus dem Kno
chenmarkundderChemotaxis.DiezirkulierendenEPCwerdendanndurchdieerhöh




Esbleibt alsoweiterhin zuuntersuchen,obdernutzbringendeEffekt fürdas ischä
misch geschädigteMyokard dem vaskulogenetischen und angiogenetischen 23 oder
demmyokardialen Potential zu verdanken ist oder ob andere pathophysiologische








oder ob es sogar die Kombination aus zwei Zelltypen ist 131, bleibt noch zu klären.




Morphogenese istMesP1,welcher aktuell vonder ForschungsgruppeumFranzun
tersuchtwird132.MesP1spielteineSchlüsselrolleinderfrühenkardiovaskulärenDe
terminierung. Eine Überexpression diesen Transkriptionsfaktors könnte die adulten
Stammzellen somit in ihrem kardiomyozytären Differenzierungsweg beeinflussen.
ZukünftigeForschungenmüssenaußerdemdiebestmöglicheZellanzahlunddenidea






che indenwestlichen Industrienationendar.DieStammzelltherapierücktdabei immer






sich in verschiedenenWachstumsvergleichenals besser imGegensatz zu denMSCaus
KnochenmarkundFettgewebeherausgestellt.DaskardiomyozytäreDifferenzierungspo
tentialderhMSCwurdenacheinerzweiwöchigen5AzacytidinBehandlungderZellenauf
zwei Ebenen nachgewiesen. Auf Proteinebene bewies die Expression des
kardiomyozytärenTranskriptionsfaktorsMEF2C inderbehandeltenZellkulturVerände
rungen.AufgenetischerEbenewurdebeidenbehandeltenZelleneineschwächereAus






den im Zuge einer zweiwöchigen KoKultivierungmitMausSkelettMyoblasten (C2C12)
auf ihre Transdifferenzierung in kardiomyozytenähnlichen Zellen untersucht. Hierbei




genQuantität. Der Aspekt der Fusionwurde hierbei durch eineDoppelfärbung ausge
schlossen.
Sowohl Mesenchymale Stammzellen als auch Knochenmarkstammzellen weisen trotz















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Auch meinen Freunden möchte ich danken, mit denen ich die Zeit außerhalb des






















































































































Juli2008 Posterpräsentation: „Transdifferentiation Potential Of
CD133+StemCells“(OldigsJK,OngLL,MaNandSteinhoff


























1. Erkrankungen des Herzkreislaufsystems mit sich oftmals entwickelnder
Herzinsuffizienz nach stattgefundenem Myokardinfarkt stellen die häufigste
TodesursacheindenwestlichenIndustrienationendar.









3. Im Rahmen dieser Arbeit wurden adulte extrakardiale Stammzellen in vitro













4. Charakteristika der humanen Mesenchymalen Stammzellen sind adhärentes
Zellwachstumund fibroblastoideMorphologieaufderBasiseiner inhomogenen
Stammzellpopulation.SiesindnegativfürCD34undCD45.
5. Das kardiomyozytäre Differenzierungspotential auf der Basis von MEF2C
ProteinexpressionvonhMSCausdemKnochenmarkwurdemittels5Azacytidine
Behandlungnachgewiesen.
6. Charakteristika selektierter humaner CD133 positiver hämatopoetischer
StammzellensindnichtadhärentesWachstumundPositivitätfürCD34undCD45.
7. Die kardiomyozytäre Differenzierung der CD133+  HSC wurde in einer Ko




9. Die Forschungsergebnisse der Gegenwart zeigen jedoch, dass das
kardiomyozytäre Transdifferenzierungspotential nicht der Haupteffekt der
StammzelltherapiemitextrakardialenMSCundHSCbeikardialerIschämiezusein
scheint. Dies wird hauptsächlich parakrinen Effekten und dem
angiogenetisch/vaskulogenetischenPotentialdieserZellenzugesprochen.
10. Die kardiomyoztäre Differenzierungsinduktion von extrakardialen adulten
Stammzellen ist ein realistischer Ansatz zur Weiterentwicklung der kardialen
Stammzelltherapie.
